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El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion de la cinética de crecimiento y la evaluacidn de la expresion de Pilina
Corregulada con la Toxina {TCP) en cultivos de la cepa 638 de Vibrio cholerae (V. cholerae). Para ello se realizaron
10 procesos de fermentacion tomando muestras cada una hora (O a 6' hora) para la determinacién de pureza, densidad
optica, unidades formadoras de colonias y expresion de TCP por Western blot, revelado con antisuero especifico anti-
TCP. Los resultados obtenidos muestran altos rendimientos celulares y una cinética de crecimiento tipica que sigue el
modelo Monod 2, con una fase de crecimiento acelerado de 4 horas, detectandose la expresion de TCP en todos los
procesos a partir de la cuarta hora de cultivo. Estos resultados sugieren la posibilidad de la aplicacién de este proceso
de fermentacion en tecnologias de obtencion de vacunas atenuadas o de subunidades de V. cholerae.
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Introduccién

Vibrio cholerae (V. cholerae) es una especie gramnegativa
de bacilos curvos, anaerobios facultativos, no presentan
altos requerimientos nutricionales, su pH de crecimiento es
7, aungue toleran pH alcalinos (8 — 9,5), pero son muy
sensibles a pH acidos (1).

Muchos han sido los medios y sistemas de cultivo utilizados
para el crecimiento de V. cholerae, entre ellos para la
obtencién de biomasa el Caldo Triptona Soya y el Agar
Triptona Soya (2 y 3) y especificamente para la obtencion a
escala de laboratorio de la Pilina Corregulada con la Toxina
(TCP), el medio AKI en un sistema combinado estatico y
con agitacién (4).

Un sistema adecuado de obtencién de biomasa para uso
vacunal (vacunas vivas atenuadas) debe lograr altos
rendimientos celulares y en el caso de V. cholerae expresar
TCP, debido a que se ha demostrado que esta Pilina esta
presente en el serogrupo O1 (biotipos, cldsico y El Tor} v en
el serogrupo 0139 (5 y 6); asi como que participa en la
patogenia del cdlera grave, directamente en la colonizacién
intestinal. La delecidn del gen tcpA disminuye la capacidad
de colonizacién en el modelo de ratén lactante vy la
inmunogenicidad de cepas vacunales en ensayos en
voluntarios (7). Por otro lado la cepa 638 de V. cholerae
[ctxd’, ce/A*] (8) ha demostrado en ensayos en voluntarios
una alta inmunogenicidad vy baja reactogenicidad al
administrarse por via oral un inéculo preparado a partir del
cultivo de esta cepa en placas de Agar Triptona Soya {3).

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacién de la
cinética de crecimiento y la evaluacién de la expresién de
TCP en cultivos de la cepa 638 de V. cholerae.

Materiales y Métodos
Cepas utilizadas:
s Vibrio cholerae E7946 El Tor Ogawa epidémica (10).

. Vibrio cholerae 638 E| Tor Ogawa [ctx®d, ce/A*t] (8), la
cual fue obtenida originalmente de la cepa C7258 (11)
en el Laboratorio de Biologia Molecular del CENIC en
colaboracién con el Departamento de Bacterias
Enteropatdgenas del Instituto Finlay.

Subcultivos realizados: A partir de un vial del banco de
trabajo (-70°C) se inoculé un tubo de cultivo, el que se
incubé y subcuitivé en erlenmeyer, del cual se inoculé un
fermentador (Chemap A.G. CF3000). Se
10 procesos de fermentacion.

realizaron

Muestras tomadas: Al final de los subcultivos en tubo,
erlenmeyer y fermentador se tomaron muestras para las
pruebas de pureza por Tincion de Gram. Durante la
fermentacién se tomaron las muestras desde e! tiempo O
{inoculacién del fermentador) hasta la hora 6 de cultivo,
determinandoseles la Densidad Optica (D.Opt.) en un
espectrafotémetro Pharmacia LKB Ultrospec il a 600 nm, el
Numero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC / mL} por diluciones seriadas y siembra en superficie y
la expresion de Pili Corregulado por Toxina (TCP) por
Western blot (4), para lo cual las muestras se centrifugaron
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a 4500 g por 15 minutos en una microcentrifuga (Jouan
BBVV), conservandose el sedimento a —70 °C hasta su uso.
Se aplicaron 80 pL de muestra. El antisuero de conejo anti-
TCP se utilizé a una concentracién de 5 pg / mL y el
conjugado anti-lgG de conejo a una dilucién 1 / 500, Se
empled un patron de pesos moleculares BIORAD 161.0317.
Las muestras aplicadas como controles positivos fueron
obtenidas a partir de cultivos en medio AKI (4) y también de
placas de Agar Infusién Cerebro Corazén, segun el método
empleado para la inoculacién de voluntarios (9).

Para el procesamiento de los datos y la confeccidn de los
graficos se empled Microsoft Excel 97 vy para la
determinacién del modelo matematico de las
fermentaciones se aplicé un programa para Cinética de

Figura 1. Curva de crecimiento de la cepa 638 en
fermentacion (D. Opt. Y UFC/mL} (N=10)

Fermentaciones de la Facultad de Biologia de la Universidad
de La Habana.

Resultados y Discusion

De acuerdo con las Figuras 1 y 2 los procesos de
fermentacion presentan, segun las determinaciones de D.
Opt., una curva de crecimiento tipica con una fase de
crecimiento acelerado hasta la cuarta hora de cultivo, donde
se observa una drastica reduccion de la velocidad de
crecimiento, iniciando entonces la fase estacionaria, lo que
coincide con el conteo de viables (UFC / mlL) a la cuarta,
quinta y sexta horas de los cultivos. Por otro lado el modelo
matematico de mejor ajuste para las 10 fermentaciones fue
Monod 2 con r? que variaron entre 0,987 y 0,997.

Figura 2. Velocidades de crecimiento a los diferentes
tiempos de fermentacién de la cepa 638 (N=10)
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En cuanto a la expresién de TCP en los cultivos, en la
Figura 3 se presentan los resuitados de una fermentacidn
como ejemplo tipico de las fermentaciones realizadas,
pudiendo observarse que ambos controles presentaron una
Unica banda en la posicion correspondiente al peso
molecular de la subunidad estructural del TCP y que las
muestras de fermentacion la presentan de igual forma pero

Figura 3. Western blot con suero especifico anti-TCP de
diferentes tiempos de cultivo de la cepa 638 de
V. cholerae
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a la cuarta, quinta y sexta hora de cultivo. En la Figura 4 se
presentan los resultados de otras dos fermentaciones pero
solamente de la cuarta a la sexta hora, pudiéndose ver la
coincidencia de las bandas correspondientes a estos carriles
con la de los controles positivos y en igual posicién que en
la Figura 3.

Figura 4. Western blot con suero especifico anti-TCP
de diferentes tiempos de cultivo de fermentaciones de
la cepa 638 de V. cholerae
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A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, donde
se presenta un proceso de fermentacion para la obtencién
de biomasa de la cepa 638 de V. cholerae, podemos sefalar
que éste esta caracterizado por incrementos de la biomasa
del orden de 69 y 153 veces, evaluado por un método de
recuento total (D. Opt.) y por conteo de viables (UFC / mL)
respectivamente y por una curva de crecimiento tipica con
ajuste al modelo matematico Monod 2.
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